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(Dectin‐1によるSykの活性化はラットマスト細胞において特徴的な遺伝子発現とサ
イ トカイン産生を誘導する)
【研究の目的】
C型レクチンDecin‐1は、真菌細胞壁の構成成分であるβ‐グルカンを認識する受容体と考えられ
ている。マクロファージにおいては、Dectin‐1が細胞内領域のhemITAMのチロシンリン酸化を
介してSykを活性化することが明らかにされており、真菌に対する自然免疫応答に重要な役割を
果たすと考えられている。近年、マス ト細胞において Dectin‐1の発現が確認されたが、マス ト細
胞における機能や自然免疫応答との関わりについては不明である。本研究は、マス ト細胞におけ
るDecin‐1のシグナル伝達機構と細胞応答について解析を行い、マス ト細胞が真菌感染防御に果
たす役割を明らかにする事を目的とした。
【方法】
1.マス ト細胞は、広く研究に使われている RBL-2H3細胞株を用いた。Decdn-1安定発現株は、
Dectin…1発現ベクターとG418耐性遺伝子発現ベクターをRBL-2H3にトランスフェクションし、
G418耐性細胞におけるDectin-1の発現をWestem Ыotとフローサイ トメ トリーにより解析して得
られた。
2.IgE受容体刺激は細胞にIgEを感作させ、抗原でIgEを架橋することで行つた。Decin-1の刺激
は特異的アゴニス トcurdlanで行つた。細月包抽出液は 10/O TritOnあるいは 1°/。Triton、0,10/O SDS、
0.50/0デオキシコール酸を用いて作成した。免疫沈降は1次抗体とPrOteh A‐agaroseを用いて行つ
た。
3,pun―d6wn assayはGST―Syk SH2 domttn(米国 NIH Straganねn博士より入手)を使つて行つた。
4.RT―PCR、リアル タイ ム PcR、DNAマイ ク ロア レイ 、ELISAはキ ッ トのマ ニ ュアル に従 つて行
った。
【結果】
1.RBL-2H3をcurdlanで刺激すると、細胞内蛋白質のチロシンリン酸化レベルの上昇が見られた。
また 、RT‐PCRによ りDectin-l mRNAの発 現 が確認 で きた。
2.RBL-2H3を親株として、野生型 Decin…1(WT)と細胞内領域のhemITAMのチロシン残基をフ
ェニルアラニンに置換したDecin‐1(Y15F)を安定発現する細胞株を作成した。Decin‐1の発現
をWestem blotで行い、細胞表面における発現をフローサイ トメトリーで確認した。
3.細胞株をcurdlanで刺激したところ、WT発現株において細胞内蛋白質のチロシンリン酸化、
邸Kのリン酸化の増強が認められた。しかし、Y15F発現株では親株と同程度の反応しか認めら
れなかつた。
4.Curdlallで刺激した細胞株から抗 リン酸化チロシン抗体により免疫沈降行つた。その結果、WT
発現株ではDectin-1とSykのチロシンリン酸化が確認できたが、Y15F発現株では見られなかつ
た。また、pul卜down assayを行った結果、curdlall刺激に依存したDecin-1とSykの会合が見られ
た。この会合はY15F発現株では見られず、IgE受容体刺激でも誘導されなかつた。
5.2種類のSyk阻害薬により、細胞内蛋白質のチロシンリン酸化や ERK、PLCγ2のリン酸化の増
強はほぼ完全に抑制された。
6。curdlanで刺激したWT発現株における遺伝子発現の変化をDNAマイクロアレイにより解析し
た。その結果、/L―J、 νσp―′、Ⅳォう彦などのマスト細胞に特徴的な遺伝子発現の増強が見られた。
/L‐J、 /cP―′、/L―′J、 /L-7、助浩α、Nオb″については実際に遺伝子発現が増強していることをリ
アル タイ ム PcRによ り確 認 した。 また、MCP‐1、 L-4、nW‐αのサイ トカイ ン産 生 につ いて は
ELISAによ り確 認 した。これ らの現 象 は、す べ て Syk阻害薬 で完全 に抑制 され た。さ らに、nw―α
の発 現調節 には ERK経路 が、 IL‐3、 MCP‐1、 L-4、IL‐13の発 現調節 にはNFAT経路 が 関わ る こ
とが、 阻害薬 を使 った実験 か ら考 え られ た。
【考察】
1.初代培養マスト細胞だけではなく、代表的なマスト細胞株 RBL‐2H3においてもDecin-1が発
現していた。
2.マス ト細胞におけるDectin-1のシグナル伝達においても、hemITAMのチロシンリン酸化が必
要不可欠な役割を担 うと考えられた。
3.hemITAMのリン酸化により、Dectin-1はSykのSH2ドメインに会合すると考えられた。また、
Dectin-1とSykの会合は18E受容体刺激に依存しない事から、Dect肝1とIgE受容体のシグナル
伝達は独立して行われると考えられた。
4.Syk阻害薬によりDectin‐1を介する細胞応答が消失した。それゆえ、会合によりSykのチロシ
ンキナーゼ活性が克進することが、Dec血‐1のシグナル伝達に必須であると考えられた。
5.Dectin-1を介したSykの活性化により、IL‐3、 MCP-1、IL-4、L-13、ηゞ―α、Nfkbizの遺伝子発
現が増強されることを確認した。これらの真菌に対する自然免疫への意義として、IL‐3はマス ト
細胞の分化促進、MCP-1はマクロファージの炎症サイ トヘの遊走、IL-4/1L‐3はSTAT6の活性化
を介したマクロファージでの Dectin‐1発現促進、nv_αは既知の抗真菌効果、Nkb弦はMCP-1
に対する発現調節などが挙げられる。
【結論】
マスト細胞が真菌に対する自然免疫に関与する可能性が示唆された。
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